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Using Nuclear Ribosomal DNA Internal Transcribed 
Spacers | ITS[] to Discuss the Phylogeny of 
Thuidiaceae] S.L.|[] Muscil] 
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Abstract In this paper we analyzed the phylogenetic relationship of Thuidiacead] s.1.[] Musci[] using 


nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer$] ITS([] from which we got 6 species’ ITS sequences of 
Thuidiacead] s.1.[[] including Abietinella abietinal] AJ417494[[] Anomodon minor[] AJ344145([] Cl- 
aopodium aciculum|] AJ315968[[] Thuidium pristocalyx [| AJA416443[[] Thuidium assimilel] AJ416442[] 


and Herpetineuron toccoae[] AJ315967[] 


Among them[] except Abietinella abietina[] 
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and then they were sequenced directly from PCR products. 


the other five species" ITS sequences are all the first time to be 


0019%7-0000000000000000000000000000000000 





492 uU j] u j Uu 0 250 





reported in science. Finally we constructed the Bootstrap strict consensus trees of seven genera of Thuidi- 
acead] s.1.[] which indicated that Thuidiacea¢] s.1.[] has two main paraphyletic clades[] one including the 
genera Anomodon|] Herpetineuron|] Haplohymenium et al .[] and the another one including Thuidium[] Cl- 
aopodium|] Helodium et al . 


Key wordsU Thuidiaceae[] Molecular phylogeny[] Nuclear ribosomal DNA[] Internal transcribed spacers 
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表 1 实验 材料 
Table 1 The materials of experiment 
名 称 采集 地 点 采集 人 采集 日 期 采集 编号 鉴定 人 
Thuidium, assimile 河北 雾 灵山 顶峰 KE, HER 2001.06 2001030 吴鹏 程 
Abietinella abietina 河北 雾 灵山 顶峰 张 会 、 杜 桂 森 2001.06 2001033 AIVE 
Anomodon. minor 河北 雾 灵山 顶峰 张 会 、 杜 桂 森 2001.06 2001079 ANE 
Claopodium aciculum 云南 贡 山 丙 中 洛 EHA 1982.07 8917 AINE 
Thuidium pristocalyx 贵州 荔 波 县 月 亮 山 严 亚 玲 1991.05 890 吴鹏 程 
Herpetineuron, toccoae 深圳 市 盐田 X. AS 1997.10 3764 吴鹏 程 


1.3 PCR 反应 

PCR 扩 增 采用 Takara 公司 的 LA Taq with GC buffer, ITS- 1 反应 条 件 为 94Y 预 变性 1 min; 循环 反应 
《40 个 循环 ) : 94% 变 性 30 s; 55%CjB 30 s; 72 避 延伸 1 min; 72 避 最 后 延伸 5 min，4 避 保存 。ITS 2 的 反 
应 条 件 为 : 94% 预 变性 1 min; 循环 反应 (40 个 循环 ) 94% 变 性 30 s; 50<CjB K 30 s; 72% 延 伸 1 min; 
T CRIEI 5 min; 4% 保 存 。 扩 增 引 物 如 下 ， ITS- 1 扩 增 引物 : K32047: 5' > GA CAC TCT AGC GGA 
AAT GCC < 3'; K31875: 5' > GCG GAA GGA TCA TIG CAC AC < 3'; ITS-2 扩 增 引 物 : K25722; 5' > 
CAA CTC TCA GCA ACG G < 3°; K25723: 5' > CIT TIC CGA TTA GAG GTC < 3”， 其 中 K32247 和 K25722 
同时 又 分 别 作为 ITS- 1 和 ITS- 2 的 测序 引物 。PCR 反应 体系 的 组 成 ， 反 应 体积 50 jl， 内 含 2x GC buffer, 
25ul; 91971, 0.5 pl; 引物 2，0.5 pl; dNTPs, 2il; 模板 ,2 ul; LA Taq DNA RAM, 0.5 d (2.5 U); 
ddH,O, 19.5 pl, 
1.4 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 

PCR 扩 增产 物 经 1.5% ~ 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 如 图 2 所 示 ， 电 泳 buffer 为 1 x TAE。 电 瀛 结束 后 ， 
直接 用 凝 胶 扫描 仪 扫描 ， 并 在 紫外 灯 下 切取 IS 片段 ， 再 用 SK131Kit (上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ) 回 
收 产物 ， 纯 化 后 由 大 连 Takara 公司 测序 。 
1.5 数据 分 析 

用 CLUSTAL X 进行 同 源 性 比较 分 析 ， 然 后 用 PAUP4.0b4a (PPC) 系统 发 育 分 析 软 件 处 理 ， 构 建 系统 
树 ， 采 用 Cratoneuron filicinum 为 外 类 群 ， 共 得 到 34 棵 系统 树 。 
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图 1 基因 组 DNA 电 泳 图 : 1 为 Thuidium assimile 图 2 ITS 序列 PCR 产物 电泳 图 ，M 为 DL2000。 
3，5 28 Anomodon minor, M 为 ADNA Fig. 2 Electrophoresis of ITS sequences” 
Fig. 1 Electrophoresis of genomic DNA 1: Thuidium PCR products, M: DI2000 marker 


assimile; M: ADNA; 3, 5: Anomodon minor 
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Table 2 The related sequences of ITS — 1 








Taxa GenBank No. Length GC content GC percent/ 26 
Abietinella abietina[] Zhang] H. et al .[] AJA17494 259bp 174bp 67.18 
Abietinella abietina[] Vanderpoorten[] A.Q AY009802 259bp 172bp 66.41 
Anomodon attenuatus[] Chiang] T. Y.O AJ288419 263bp 165bp 62.74 
Anomodon attenuatus[] Vanderpoorten[] A. et al .[] AF168133 262bp 163bp 62.21 
Anomodon minor[] Zhane[] H. et al .[] AJ344145 264bp 166bp 62.88 
Anomodon rugelii] Chiang[] T. Y.O AJ288420 263bp 165bp 62.74 
Claopodium aciculum[] Zhang[] H. et al .[] AJ315968 277bp 177bp 63.90 
Haplohymenium triste[] Chiang] T. Y.[] AJ288424 257bp 161bp 62.65 
Helodium blandowii[] Chiang[] T. Y.O AJ288364 277bp 187bp 67.51 
Helodium blandowü[] Vanderpoorten] A.[] AY009803 255bp 167bp 65.49 
Thuidium cymbifolium[] Chiang] T. Y.O AJ288417 255bp 159bp 62.35 
Thuidium pristocalyx[] Zhang[] H.[] AJ416443 274bp 199bp 72.63 
Thuidium assimile[] Zhang[] H.[] AJ416442 249bp 171bp 68.67 
* Cratoneuron filicinum[] Vanderpoorten[] A. & Shaw[] A.J.[] AF180949 266bp 168bp 63.16 
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Table 3 The related sequences of ITS — 2 














Taxa GenBank No. Leneth GC content GC percent/% 
Abietinella abietina[] Zhang] H.O et al .[] AJ417494 255 172bp 67.45 
Abietinella abietina[] Vanderpoorten] A.[] AY009802 255 172bp 67.45 
Actinothuidium hookeri[] Chiang T. Y .[] AJ277228 250 162bp 64.80 
Anomodon attenuatus[] Chiang] T. Y.O AJ277231 275 174bp 63.27 
Anomodon attenuatus [] Vanderpoorten A.D et al .L] AF168133 274bp 177bp 64.60 
Anomodon minor[] Zhang[] H.[] et al .[] AJ344145 270 176bp 65.19 
Anomodon rugelii] Chiang] T. Y .[] AJ277232 267 172bp 64.42 
Claopodium aciculum[] Zhang[] H.[] et al .[] AJ315968 279 187bp 67.03 
Haplohymenium triste[] Chiang] T. Y.O AJ277236 242 161bp 66.53 
Helodium blandowü[] Chiang T. Y.O AJ288578 252 167bp 66.27 
Herpetineuron toccoae|] Zhang] H.[] et al .(] AJ315967 288 195bp 67.71 
Thuidium assimile[] Zhang[] H.[] et al .[] AJ416442 263 179bp 68.06 
* Cratoneuron filicinum|] Vanderpoorten[] A. & ShaW[] A. J.O AF180949 269bp 187bp 69.52 
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Fig. 3 Strict consensus tree of Thuidiaceae[] Leskeinales[] Hypnobryales[] deduced from ITS — 1 sequence dat] 13 taxa[] 344bp[]. 
Bootstrap values[] 96 of 100 replicates] 50% or higher are plotted above the branch. Values are calculated by maximum 


parsimony method. Cratoneuron filicinum was used as outgroup. 
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Fig. 4 Strict consensus tree of Thuidiaceae[] Leskeinales[] Hypnobryales[] deduced from ITS — 2 sequence data[] 11 taxa[] 334bp0. 
Bootstrap values[] % of 100 replicates[] 50% or higher are plotted above the branch. Values are calculated by maximum 


parsimony method. Cratoneuron filicinum was used as outgroup. 
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